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Definizione 



• Transcription - the process of copying a DNA template into an 
RNAstrand 

• Accomplished via DNA dependent RNA polymerase (aka RNA 
polymerase) 



RNA polymerase 
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RNA polimerasi enzima molto complesso, costituito da diverse subunità 
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La trascrizione 




replicazione del DNA 
riparazione del DNA 
ricombinazione genetica 
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DNA 
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sintesi dell'RNA 
(trascnzione) 
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Trascrizione processo importante. DNA mantiene informazione, RNA la ricopia e 
permette la lettura delle "istruzioni" 
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Differenze fra DNA ed RNA 
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ribosio 

si trova nell'acido 
ribonucleico (RNA) 
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Deossiribosio, gruppo OH assente, meno reattivo 

Timina, in DNA, è uracile metilato. Permette di distinguere da mutazione per 
deamminazione della citosina 
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RNA struttura simile a quanto visto per il DNA. Estremità 5' e 3' 
Quando si formano doppie eliche, appaimenti SEMPRE antiparalleli 
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Tranne casi particolari (virus, genomi di dimensioni ridotte per essere contenuti in 
capside), solo una delle due eliche di DNA porta l'informazione per la trascrizione di 
un RNA. 



Filamento codificante e stampo 




Un filamento di DNA è trascritto in RNA 



Filamento codificante 

/ N < S j < 

Filamento stampo 



'S 



5' TACGCGGTACGGTC AATGCATCTACCT 
3ATGCGCCATGCCAGTTACGTACATGGA 



TRASCRIZIONE 



■ La sequenza delI RNA è 
^ complementare al filamento stampo 



equivalente al filamento codificante 



/\y\/ 



UACGCGGUACGGUCAAUGCAUCUACCl 




Trascritto di RNA 





Sul DNA, distinguiamo filamento stampo, e filamento codificante. 

L'RNA è copiato leggendo il filamento stampo, ed ha la stessa sequenza del filamento 

codificante 




Sul DNA, distinguiamo filamento stampo, e filamento codificante. 

L'RNA è copiato leggendo il filamento stampo, ed ha la stessa sequenza del filamento 

codificante 
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RNA polimerasi lega il DNA, ma in modo non specifico 

Legame è specifico nella regione del promotore, stabilizzata (procarioti) da fattore 
sigma, responsabile del riconoscimento del promotore 
Denaturazione, complesso del promotore aperto 
Rilascio fattore sigma 
Inizia la trascrizione 



Promotori e terminatori 




I promotori e i terminatoli definiscono l'unità 



Punto di inizio 





Promotore Terminatore 




-35 -10 -U1 +10 

Prossimale 

A monte A valle 



Distale 



L'unità di trascrizone viene definita, sul DNA, da una sequenza di inizio, detta 
promotore, e una sequenza di fine, detta terminatore 



Bolla di trascrizione 




La sfottei òtVRMA ev viene netti botta di trascrizione 
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Le sintesi Odi RIMA 



^ Filamento stampo 




Apertura doppia elica DNA processo fondamentale, per questo altamente specifico e 
conrollato (vedere regolazione). 

Notare che a differenza della DNA polimerasi, che ha sempre bisogno di uno stampo, 
l'RNA polimerasi è in grado di cominciare la sintesi di RNA senza alcun innesco, 
legando fra loro i primi due NTP. 

Ovviamente, per questa ragione, il primo nucleotide dell'RNA, presente in posizione 
5', mantiene i 3 fosfati. Quindi l'estremità 3' delle molecole di RNA, possiede un 
trifosfato. 



RNA polimerasi 
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trifosfati 




direzione 
di trascrizione 



deflettore 

in posizione I canale 

di chiuso # di uscita 

5' dell' RNA 

trascritto di RNA breve tratto 

appena sintetizzato di elica ibrida DNA^RNA 



tunnel 
per i nbonucleosidi 
tnfosfati 



Stuttura del complesso dell'RNA polimerasi. 
Canale per NTP 
Canale uscita RNA 

Deflettore che allontana DNA ed RNA neosintetizzato 




RNA polimerasi ha una struttura a chela. Si chiude sul DNA a livello del punto di 
svolgimento. 

Dopo sito catalitico, si ha sito di riavvolgimento 




DNA entra dalle ganasce 

Nucleotidi arrivano attraverso tunnel 

RNA deflesso 

DNA riforma struttura a doppia elica 



Sito attivo e bolla di trascrizione 




Il sito attivo trattiene la bolla di trascrizione 



L'enzima trattiene 
circa 10 basi a monte 




La bolla 
di trascrizione 
è di circa 25 bp 



Libndo 
RNA-DNA 
ha 9 bp 

Le basi 
subiscono 
un fìtppmg fuori 
dall'elica del DNA 
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L enzima trattiene 
circa 10 bp a valle 
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10 bp dsDNA a monte 
Ibrido DNA-RNA, circa 9 bp 
Bolla trascrizione, circa 25 bp 
Ancora circa 10 bp dsDNA a valle 



RNA polimerasi procarioti 




URNA polimerasi ha 4 tipi di subunità 



Gene Prodotto 



Funzioni 



rpoA 2 subunità 

(40 kD ciascuna) 



Asse'nc r; ; v :1el rrj 



rpoB subunità 0 
(155 kD) 



rpoC subunità [V 
(160 kD) 
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Riconoscimento del promotore 
Legame di alcuni attivaton 



Centro catalitico 



rpoD subunitàcir 

(32-90 kD) Specificità per il promotore 




RNA polimerasi, complesso di: 

2 subunità alfa 

Una subunità beta 

Una subunità beta-primo 

La subunità sigma, specifica per il promotore 



RNA polimerasi procarioti 




Gene Prodotto 

rpoA 2 subunità <* 

(40 kD ciascuna) 



rpoB subunità \i 
(155 kD) 



rpoC subunità [V 
(160 kD) 

rpoD subunità <r 
(32-90 kD) 
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Funzioni 

Assemblaggio dell'enzima 
Riconoscimento del promotore 
Legame di alcuni attivatori 



} 



Centro catalitico 



Enzima di E. coli 
= 465 kD 



Specificità per il promotore 




RNA polimerasi batterica complesso enzimatico di notevoli dimensioni, quasi 500 
kDalton 
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Subunità beta formano core enzimatico dell'enzima, dove si ha svolgimento, sintesi e 
riavvolgimento 



Subunità (3 e (3' 




Posizionamento delle subunità beta e beta-primo, in relazione alla doppia elica di 
DNA, e all'RNA neosintetizzato 
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Subunità Sigma 



Il fattore sigma controlla to «ptcittcita 




♦ 



L o«oenzima s* lega al promotore 




Core enimatico lega il DNA in maniera aspecifica. 

Specificità data da subunità sigma, che riconosce il promotore, formando oloenzima 
legato stabilmente al promotore 





Core enimatico lega il DNA in maniera aspecifica. 

Specificità data da subunità sigma, che riconosce il promotore, formando oloenzima 
legato stabilmente al promotore 




Complesso chiuso: core RNA polimerasi e fattore sigma sul promotore 
Apertura doppia elica DNA e formazione complesso aperto 
Inizia trascrizione 

RNA polimerasi si allontana dal promotore, fattore sigma viene rilasciato 
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1 (complesso chiuso) 

Fattore sigma contatta il promotore 

2 (complesso aperto) 
Cambio di conformazione 

3) (distacco) 

Catena di RNA nascente provoca cambio conformazionale. La polimerasi si stacca dal 
promotore 




Posizionamento delle subunità 
Alfa più piccole, a livello bolla di trascrizione 
Beta e beta-primo, pinze della "chela" 
Fattore sigma 




Modello tridimensionale da analisi cristallografica 
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Promotore batterico 






a 



(6bp) 



(17-19 bp) 



-10 



^3 



J -10 
(6bp) 



Punto di inizio 



r 



TTGACA 16-19 bp TATAAT 5-9 bp 
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Promotore batterico lega subunità sigma 

Caratterizzato da due regioni, a -35 e a -10. 

Punto di inizio, per definizione detto +1. Non esiste punto zero. 

Sequenza a -10 ricca di AT, quindi facilmente denaturabile per formare complesso 

aperto 



Elemento UP 





TC AQAAAATTATTTTAAATTTCCTC 



Booccqqaataactcc 



OCOCCACÒACT - 3 
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Alcuni promotori hanno elemento UP, fra i -60 e i -40 nucleotidi dal sito di inizio 
Anche questa sequenza ricca di AT 




Fattore sigma, due regioni riconoscono sequenze a -35 e a -10 
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Elementi promotore e complesso 




Contatto -* legame -> fusione 



-35 



-10 Inizio 



1 URNA polimerasi contatta inizialmente 
la sequenza -35 



2 Sulla regione del promotore si forma 
un complesso chiuso 

r/AV^J^AVAVAl 

3. La fusione alla regione -10 converte 
il complesso nella forma aperta 

Uh 



rjsst. 



L'inaio é costituito da div»rs« fati 



Ooenzima 
Costante di equAbno 

Complesso 
binano 

ri* MB 

IU-10 '-10 »ec ' 

Complesso 
binano 



4 2 Lega -re 

•f ai DMA 




M DNA 





Costante di viHoata 

n-toW 1 



UMdB 

1 Mljpm 



ternano 
Svuotamento 



(più di 1-2 secondi) 

MUo 

detta sintesi 
dell R N A 



Ricapitolazione: 

Core + sigma, contatto sequenza -35, formazione complesso chiuso 
Contatto sequenza -10, denaturazione e formazione complesso aperto 
Sintesi di RNA: formazione complesso ternario 

Inizio fase più lenta dell'intero processo. Si può avere sintesi abbortiva di RNA, con 
formazione di tratti di RNA molto corti, ma l'enzima non avanza 
Avanzamento possibile solo in seguito al rilascio di sigma 



Fattori Sigma 



Sigma controlla il riconoscimento 
del promotore 



l oloenzima con <t 70 riconosce 



una sene di promotori 

f/snU </avaw/a<si 




La sostituzione del fattore sigma 
fa riconoscere all'enzima 
una serte diversa di promotori 





BWB Fono^* StQutnzs -35 S#CM*oo* Stthtttxià - 10 


fpoD 




TTOACA 




TATAAT 






CCCTTQAA 


13-15 bp 


CCCOATNT 






CTGGNA 


6bp 


TTGO 


HA 




CTAAA 


15 bp 


OCCGATAA 






ÀGGANPoPu 


11-126P 


GCTGAATCA 



I batteri utilizzano diversi fattori sigma 
Ognuno specifico per diversi tipi di promotori 

Quindi cambiando il fattore sigma, RNA polimerasi può trascrivere geni diversi 



Gene 


Fattore 


Utilizzo 


rpoD 


cr 70 


Generale 


rpoS 


<r S 


Stress 


rpoH 


„ 32 


Shock da calore 


rpoE 


(T 6 


Shock da calore 


rpoN 


rr 54 


Carenza di azoto 


niA 




Sintesi flagellare 





Alcuni fattori sigma legati a particolare esigenze metaboliche. 

Permettono quindi la trascrizione di gruppi specifici di geni, necessari per affrontare 

una determinata esigenza 
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Promotori di Sigma 




Gene Fattore Sequenza 35 Separazione Sequenza 10 



rpoD 

rpoH 

rpoN 

fliA 

sigH 



TTGACA 
CCCTTGAA 
CTGGNA 
CTAAA 
AGGANPuPu 



16-18 bp 
13-15 bp 
6bp 
15 bp 
1 1 1 2 bp 



TATAAT 
CCCGATNT 
TTGCA 
GCCGATAA 
GCTGAATCA 




uenze a -10 e a -35 ovviamente sono diverse per i diversi fattori sigma 
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I diversi fattori sigma, così come i fattori sigma di diversi organismi, hanno dei dom 
strutturali comuni 

Colore indica allineamento e posizione di queste strutture 





Condizioni normali, sigma-70 

Heat shock, induce produzione sigma-32 

Scambio, si sostituisce a sigma-70 

Riconoscimento di nuovi promotori, e quindi attivazione trascrizione nuovi geni, 
inibizione trascrizione geni precedenti 



Trascrizione e superawolgimenti 



ti* 



La trascrizione cambia la struttura del DNA 



Superawolgimenti DNA in corso Superawolgimenti 
negativi (-vi) di trascrizione positivi (+vi) 



//SL 



La topoisomerasi 
rilascia 

superawolgimenti -vi 




VAVAVAVAV 



La girasi introduce 
superawolgimenti -vi 



/AVAYAVAVAYAVAV 



DNA duplex (10.4 bp/giro) 





Ovviamente, problemi topologici 

Apertura doppia elica forma superawolgimenti, positivi a monte e negativi a valle 
Girasi e topoisomerasi, ripristinano struttura normale 




• Bacterial RNA polymerase ->50 - 100 nucleotides/sec 

• Most genes are transcribed simultaneously by 
numerous polymerases 

• Polymerase moves along DNA in 3" — > 5' direction 

• Complementary RNA constructed in 5' — > 3' direction 




Molecola di DNA con diverse RNA polimerasi legate 
Direzione sintesi sempre 5'->3', come per DNA 



Forcina di terminazione 



simmetria 




Terminazione 

Breve tratto complementare, in prossimità della sequenza di terminazione, provoca 
nell'RNA a singola elica, la formazione di una forcina 

Forcina seguita da tratto di poli-U, legame più debole con il DNA, quindi più instabile 




Legame con sequenza UUUUU, dopo formazione forcina, destabilizza struttura, l'RNA 
neosintetizzato si stacca 
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Forcina struttura complessa. 
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ione ricca in GC nello stelo, stabilizza la forcina 




Questo meccanismo di terminazione, mediato da formazione forcina, viene chia 
Rho-indipendente 




Questo meccanismo di terminazione, mediato da formazione forcina, viene chia 
Rho-indipendente 




Questo perchè esiste un altro meccanismo di terminazione, detto Rho-dipendente 

Rho è una elicasi che svolge TRINA. Segue TRINA polimerasi 

A livello regione di terminazione, si forma forcina. 

Pur non provocando distacco, rallenta RNA polimerasi 

Rho svolge ibrido DNA-RNA, provocando in distacco delTRNA 



Terminazione Rho-dipendente 
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Formazione forcina 
Fattore Rho, legato a ssRNA 
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Formazione forcina 
Fattore Rho, legato a ssRNA 




Formazione forcina 
Fattore Rho, legato a ssRNA 




A volte, necessaria terminazione, trascrizione di un solo gene 

Altre volte, necessario proseguimento trascrizione, per trascrivere anche il gene 

seguente 

In questi casi, proteina di antiterminazione legata a DNA 

Quando RNA polimerasi raggiunge questa regione, proteina di antiterminazione eh 
"aspettava", si lega all'RNA, impedendo l'attivazione del processo di terminazione, 
constentendo la prosecuzione della trascrizione 




Senza antiterminazione, trascritta solo regione 1 

In presenza di antiterminazione, possibile trascrizione di regioni 1 e 2 



Antiterminazione 



L •ntrt»rmin>How latondt l'uniti di traacfMOM 



URNA polimerisi trascrìve da promotore a terminator» 





Antiterminatori specifici per particolari sequenze 



Antiterminazione e Rho 




La terminazione è impedita da fattori che agiscono a livello di nut 



Promotore 



Sito nut 



oO O 




I fattori agiscono 
sulla RNA polimerasi rho non può terminare 




Sito di antiterminazione alcuni testi lo riportano come sito nut 

Fattori di antiterminazione legano RNA polimerasi, impedendo azione di Rho 




Schema riassuntivo 
Promotore e terminatore 




Nei procarioti, trascrizione e traduzione sono simultanei. 

RNA non ancora completamente trascritto, può già legare ribosomi, che cominciano 
traduzione 

Immagine mostra diverse unità replicative, filamento DNA, filamenti RNA 
perpendicolari, e ribosomi che traducono alle estremità 



